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Resumo
Os fenóis voláteis, mais precisamente os vinilfenóis e etilfenóis, são fonte de grande 
preocupação na indústria vitivinícola. Estes compostos podem ser produzidos nos vinhos a 
partir da actividade de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis e de outros microrganismos, 
dando origem a odores não desejados, descritos como “medicinal”, “suor de cavalo” ou 
“couro”. O principal objetivo desta tese foi estudar a influência da concentração dos 
precursores na produção de fenóis voláteis por Dekkera bruxellensis PYCC 4801 
identificando a concentração mínima necessária para a produção de níveis com impacto 
sensorial. Foi também avaliada a influência de fatores como o pH, a presença de etanol, a 
presença de SO2, diferentes fontes de carbono e azoto, neste metabolismo. Verificou-se 
que, nas condições estudadas, a quantidade de ácido p-cumárico necessária para a 
produção de cerca de 0,4 mg/L de fenóis voláteis (limite de perceção olfactiva referenciado 
na literatura) é 2 mg/L, correspondendo a uma taxa de conversão molar de 28% e obtendo 
apenas o 4-etilfenol como produto final. Factores como o pH, SO2 e etanol não tiveram 
influência significativa na produção do nível de fenóis voláteis acima referido. Verificou-se 
que, embora o crescimento de D. bruxellensis PYCC 4801 seja afectado pela composição 
de açúcares, estes não afectam a capacidade da levedura metabolizar o ácido p-cumárico. 
Também se observou que a produção de fenóis voláteis não foi afectada pela composição 
azotada do meio, uma vez que diferentes fontes de azoto levaram à produção de níveis 
semelhantes de 4-etilfenol. 
Palavras-chave: Dekkera bruxellensis, ácido p-cumárico, 4-etilfenol, vinho
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Abstract
Volatile phenols such as vinylphenols and ethylphenols are source of great concern in the 
wine industry. These compounds can be produced in wine from Brettanomyces/Dekkera 
bruxellensis and other organisms that cause unwanted odors described as "medicinal", 
"horse sweat" or "leather". The main purpose of this thesis was to study the influence of a 
low concentration of a precursor in the production of volatile phenols with sensory impact by 
Dekkera bruxellensis PYCC 4801. It was also evaluated the influence of pH, ethanol, SO2, 
the presence of different carbon and nitrogen sources on this metabolism. Under the 
conditions studied, it was found that the amount of p-coumaric acid required to produce 
about 0.4 mg/L of volatile phenols (olfactory perception threshold referenced in the literature) 
is 2 mg/L, corresponding to a conversion rate of 28 % molar yield. Only 4-ethylphenol was 
detected as the final product. Factors such as pH, SO2, and ethanol had no significant 
influence on the production levels of volatile phenols. Although growth of D. bruxellensis 
PYCC 4801 is affected by the composition of sugars, they do not affect the ability of the 
yeast to metabolize p-coumaric acid. It was also observed that the production of volatile 
phenols was not affected by the composition of nitrogen in the medium, since different 
nitrogen sources led to the production of similar levels of 4-ethylphenol.
Keywords: Dekkera bruxellensis, p-coumaric acid, 4-ethylphenol, wine
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Introdução
1. A relação dos microrganismos com o vinho
O interesse pelo estudo da ação dos microrganismos na fermentação de bebidas alcoólicas 
existe há muitos anos. No século XIX, Louis Pasteur observou a ação das leveduras na 
transformação do sumo de uva em vinho, enquanto observava que outros microrganismos, 
por exemplo as bactérias, podiam ser prejudiciais para a qualidade do mesmo (Oelofse, 
2008). Desde essa descoberta, a microbiologia dos vinhos tem sido alvo de estudo intenso e
hoje sabemos que já existe uma grande diversidade de microrganismos envolvida no 
processo de vinificação. A levedura principal e mais conhecida na fermentação alcoólica é a 
Saccharomyces cerevisae. Existem, porém, muitas outras leveduras envolvidas na 
fermentação e ainda outras que podem desenvolver-se em etapas pós fermentativas 
causando a deterioração do vinho.
1.1 As leveduras apiculadas
As leveduras apiculadas, caracterizadas pela sua forma oval, são particularmente frequentes 
nas superfícies das uvas e no mosto depois do esmagamento (Malfeito-Ferreira 2010). 
Espécies do género Kloeckera/Hanseniaspora são controladas facilmente através do uso de 
dióxido de enxofre sendo inibidas durante a fermentação. No entanto podem crescer 
rapidamente no início da fermentação e produzir acetato de etilo (causador de aroma a 
verniz) (Romano 2005).
1.2 Candida e Pichia
Existem espécies, como por exemplo dos géneros Candida e Pichia que formam biofilmes 
na superfície do mosto ou vinho. De crescimento rápido e de natureza aeróbia – se o ar 
presente no topo das unidades de armazenamento não for minimizado –, estas leveduras 
produzem acetaldeído que provoca um aroma de maçã podre. Vinhos tintos jovens, antes da 
fermentação malolática, com níveis reduzidos de dióxido de enxofre, podem sofrer este 
defeito. Se a contaminação for elevada, pode ocorrer sedimentação em garrafa (Malfeito-
Ferreira 2010).
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1.3 Leveduras fermentativas
Sacharomyces cerevisiae e Saccharomyces bayanus são as espécies mais desejadas para 
a fermentação do vinho; no entanto, também podem provocar a sua deterioração. Pode 
ocorrer um desequilíbrio nutricional no mosto, o que leva à produção de maus aromas, 
transmitidos por compostos de enxofre reduzidos (Bell e Henschke 2005). O facto de hoje 
em dia o mosto ser manipulado de modo a evitar o contato com o oxigénio, contribui para 
esse desequilíbrio. Estas espécies podem produzir fenóis voláteis, mais precisamente 
vinilfenóis, devido ao uso de enzimas pectolíticas usadas para clarificar o mosto que libertam 
ácidos hidroxicinâmicos e que são descarboxilados pela levedura. Os amuos de 
fermentação constituem outro problema. Normalmente, os vinhos em que a fermentação 
amua contêm uma acidez volátil mais elevada, de origem difícil de determinar, porque pode 
ser resultado da atividade das leveduras de fermentação, leveduras de contaminação ou 
bactérias. (Malfeito-Ferreira 2010).
1.4 Contaminações bacterianas
Uvas muito maduras tem tendência para possuir populações bacterianas maiores. Certas 
condições climáticas, também promovem esta situação. Uma contaminação elevada de 
bactérias lácticas ou acéticas fazem com que, quando a fermentação estiver a abrandar, 
estas compitam com a levedura por nutrientes aumentando o risco da fermentação amuar. 
Bactérias do ácido láctico, que causam este problema, podem ser travadas com o uso de 
lisozima. Nessas condições e caso se pretenda realizar a fermentação maloláctica, será 
necessário inocular o mosto com bactérias malolácticas. (Kennedy, 2008)
Contaminações microbiológicas podem ocorrer em qualquer etapa da vinificação. 
Superfícies dos equipamentos de vinificação, difíceis de higienizar, constituem focos de 
contaminação ao promoverem o crescimento de microrganismos com os quais o mosto ou o 
vinho entram em contato. Por exemplo, as barricas, que embora promovam a melhoria das 
propriedades organolépticas do vinho tinto, são difíceis de descontaminar, devido ao
material poroso da madeira, tornando o crescimento de microrganismos indesejáveis, como 
por exemplo Brettanomyces/Dekkera bruxellensis, mais difícil de controlar (Suárez et al, 
2007) mesmo com técnicas recentes.
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2. Brettanomyces/Dekkera bruxellensis
2.1 Características da levedura
Dekkera bruxellensis (anamorfo da Brettanomyces bruxellensis) foi isolada pela primeira vez 
por Claussen, em 1903, a partir de diferentes cervejas inglesas (Gilliland, 1961). As células 
desta levedura são elipsoidais a esféricas, mas também cilíndricas e alongadas. Podem
formar pseudomicélio e o seu crescimento é lento. Em condições aeróbias, produzem ácido 
acético, a partir de glucose, em grandes quantidades (Van der Walt, 1964). Possuem
metabolismo oxidativo ou fermentativo, sendo este último promovido pela presença de 
oxigénio - efeito Custer, caracterizado pela inibição temporária da fermentação sob 
condições anaeróbias (Wijsman et al., 1984; Scheffers, 1979). D. bruxellensis não cresce em 
meios sem vitaminas, requerendo biotina e/ou tiamina para crescer (Barnett et al., 2000). D. 
bruxellensis possui um conjunto de adaptações que lhe permite sobreviver nos ambientes 
fermentativos do mosto e do vinho em maturação.
Tal como a S. cerevisiae, é tolerante ao etanol, anaeróbia facultativa e não possui DNA 
mitocondrial (Woolfit et al., 2007). Ambas as espécies realizam a fermentação alcoólica, na 
presença de elevadas concentrações de glucose, em aerobiose (Kurtzman, 1998). No 
entanto, D. bruxellensis utiliza a glucose de forma menos eficiente e cresce mais lentamente 
do que S. cerevisiae (Silva, 2004), mas consegue assimilar uma maior variedade de fontes 
de carbono (Conterno et al., 2006). Estes factores explicam a presença de D. bruxellensis
nos vinhos, após as fermentações alcoólica e maloláctica, durante a maturação, onde existe 
uma concentração de etanol elevada e açúcares residuais (Woolfit et al., 2007).  
2.2 Efeitos negativos no vinho
Os produtos metabólicos formados por Brettanomyces/Dekkera que afetam a qualidade do 
vinho são os fenóis voláteis, tetrahidropiridinas e ácido acético (Dias et al., 2003a). Os 
efeitos negativos estão relacionados com a perda de cor do vinho, aumento de acidez volátil, 
odores de rato, produção de aminas biogénicas e de maus aromas de carácter fenólico 
(Malfeito-Ferreira 2010). As enzimas cinamato descarboxilase e vinilfenol redutase estão 
ativas na D. bruxellensis, em condições vínicas e, por isso, esta levedura é vista como a 
principal produtora de fenóis voláteis, responsáveis pelos maus aromas (Dias et al., 2003a) 
caracterizados no ponto seguinte.
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2.3 Fenóis voláteis e os seus precursores
Os fenóis voláteis influenciam bastante o aroma do vinho. As moléculas mais importantes 
são o 4-vinilfenol, 4-vinilguaiacol, 4-etilfenol e 4-etilguaiacol (Suárez et al, 2006). Nos vinhos 
brancos são responsáveis por aromas descritos como medicinais, devido aos vinilfenóis 
(Dias et al., 2003a). Concentrações relativamente elevadas de 4-etilfenol, em vinhos tintos,
associam-se a aromas descritos como “couro”, “suor de cavalo” ou “estábulo” (Rodrigues et 
al., 2001). Estes aromas são percetíveis ao ser humano, se a concentração de etilfenóis 
rondar os 425 µg/L na proporção 1:10 4-etilguaiacol/4-etilfenol (Chatonnet et al,. 1997). 
Estes fenóis voláteis surgem a partir da ação das enzimas hidroxicinamato descarboxilase e 
vinilfenol redutase nos seus precursores (ácidos hidroxicinâmicos, como o ácido p-cumárico, 
ácido ferúlico, entre outros). (Figura 1).
A formação destes compostos, não só depende da presença dos precursores, mas também 
é proporcional ao tamanho da população de Brettanomyces/Dekkera (Gerbeaux et al., 
2000). Os ácidos hidroxicinâmicos estão presentes naturalmente no sumo de uva e no 
vinho, e formam-se nas uvas onde são esterificados com o ácido tartárico ou formam 
complexos com antocianinas (Dugelay et al., 1993). A ação das enzimas com atividade 
cinamoil-esterase liberta estes ácidos fracos nas suas formas livres (Oelofse, 2008). A 
levedura Brettanomyces/Dekkera spp. consegue resistir à toxicidade desses ácidos, na sua 
Figura  1 – Formação de etilfenóis a partir dos precursores hidroxicinâmicos
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forma livre, convertendo-os em fenóis voláteis. Como podemos ver na Figura 1., os ácidos 
hidroxicinâmicos são descarboxilados em hidroxistirenos (4-vinilfenol, 4-viniguaiacol) pela 
enzima hidroxicinamato descarboxilase e depois reduzidos pela enzima vinilfenol redutase, 
nas formas etil correspondentes (4-etilfenol, 4-vinilfenol).
A descarboxilase mencionada existe, ou é similar, num grande número de bactérias, fungos 
e leveduras (Oelofse, 2008). No entanto, a formação de etilfenóis por redução ocorre em 
muito menos microrganismos, mas é comum em vinho por D. bruxellensis e D. anomala
(Edlin et al., 1995; Dias et al., 2003). Existem estirpes de Pichia guilliermondii que produzem 
etil-fenóis em quantidades similares à D. bruxellensis (Dias et al., 2003b). Embora P. 
guilliermondii tenha sido encontrada em uvas, sumo de uva e equipamentos de adega, não é 
capaz de produzir grandes quantidades de 4-etilfenol em vinho (Barata et al., 2006).
3. Fatores que influenciam o crescimento de Dekkera bruxellensis e 
a produção de fenóis voláteis
3.1 Dióxido de enxofre (SO2)
Uma das principais formas de inibir o crescimento de microrganismos é o uso de SO2. Em 
vinhos, pode estar presente na forma livre ou combinada, sendo a primeira a sua forma ativa 
pelo que o seu efeito depende da concentração da forma livre. No entanto, este agente não 
pode ser adicionado indiscriminadamente, devido a máximos legais impostos. Estes limites 
dependem do tipo de vinho na União Europeia (Loureiro et al.,2003). Ao adicionar o 
composto, uma fração do sulfito combina-se perdendo a atividade antimicrobiana. Deve-se 
controlar os fatores que promovem essa combinação, minimizando-a o mais possível. A taxa 
de combinação do SO2 pode ser superior a 50%, por essa razão as adições devem ser 
controladas, medindo o sulfito depois do tratamento. Se o agente for adicionado antes da 
fermentação, os níveis de acetaldeído podem aumentar devido a leveduras fermentativas. 
Os níveis de SO2 livre molecular aconselhados para impedir o crescimento microbiano são 
de 0,5-0,8 mg/L (Ribéreau-Gayon et al., 2006). É preciso ter em conta que diferentes 
leveduras apresentam diferente resistência ao SO2. No caso de D. bruxellensis, a sua 
proliferação é prevenida com 1 mg/L de SO2 molecular (Barata et al.,2008b). Durante o 
processo de vinificação, o nível de SO2 livre deve ser mantido a uma concentração de 30 
mg/L; no entanto, em vinhos com valores de pH mais elevados, a eficiência deste método é 
mais reduzida (Barata et al., 2008b). 
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Estudos recentes sobre o efeito do SO2, em Brettanomyces, revelam induzir um estado 
viável mas não culturável (Agnolucci et al., 2010), ou seja, a levedura não consegue crescer 
em meio de cultura, mas mantém o seu metabolismo activo. Serpaggi et al. (2012) 
confirmam que esta levedura consegue produzir 4-etilfenol nesse estado, embora de forma 
bastante lenta, e recuperar a sua culturabilidade se o ambiente assim o permitir. Chandra et 
al. (2014), mostram-nos que acima de 20 mg/L de SO2 livre há morte das células em 
amostras de vinho tinto experimental. A menos de 20 mg/L há uma acentuada perda de 
culturabilidade, mas esta é recuperada entre os primeiros dias a 2 semanas, devido à 
diminuição gradual da concentração de SO2 livre ao longo do tempo. 
3.2 Temperatura
Diferentes estirpes de D. bruxellensis variam na sua capacidade de produzir fenóis voláteis; 
no entanto, a concentração desses compostos é maior a temperaturas mais elevadas 
(Gerbeaux et al., 2000). Foram efetuados ensaios para determinar a temperatura de 
inativação desta levedura em vinhos, começando a haver uma inativação significativa a 
partir dos 35ºC, estimulada pela ação sinérgica do etanol presente (Couto et al., 2005).
3.3 Etanol
Acredita-se que um dos fatores limitantes principais do crescimento de leveduras em vinhos 
seja o etanol. Conterno et al., (2006) mostraram que 35 estirpes de D. bruxellensis
cresceram em 10% (v/v) de etanol, mas não foram testadas concentrações superiores. 
Barata et al., (2007), afirmam que, de acordo com os resultados em vinho sintético, o valor 
de etanol de 14,5% a 15% pode representar o limite de proliferação da levedura. Embora 
seja difícil observar crescimento da levedura em condições laboratoriais com esses valores 
de etanol, observaram crescimento em vinho tinto, envelhecido em barricas de carvalho, a 
pH 3,50 e 13,8% (v/v) de etanol. Em geral, estes valores limite são validados pelo facto de 
não se isolar D. bruxellensis em vinhos tintos de alto teor alcoólico ou fortificados. Embora 
relativamente tolerante ao etanol, D. bruxellensis deve ser considerada mais sensível a este 
composto, do que S. cerevisiae (Barata et al., 2007).
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3.4 Concentração de açúcares
Os vinhos são considerados “secos” se tiverem menos de 2g/l de açúcares residuais, no 
entanto, de acordo com Dias et al., (2003a), esta quantidade de açúcar não foi limitante, no 
que toca à produção de elevados níveis de 4-etilfenol por D. bruxellensis, em testes com 
valores de etanol inferiores 12% em meio de cultura. A produção de 4-etilfenol não está 
sujeita a repressão catabólica pela glucose (Malfeito-Ferreira et al., 2001), por isso, este 
metabolito pode ser produzido durante a fermentação; no entanto, a população reduzida de 
D. bruxellensis, muito provavelmente em estádo viável mas não culturável, não deverá 
produzir 4-etilfenol de forma significativa até ao fim da atividade de S. cerevisiae. 
3.5 Composição de aminoácidos 
Os aminoácidos livres do mosto são usados como nutrientes para o crescimento da D. 
bruxellensis entre outros microrganismos. São consumidos como fonte de azoto durante a 
fermentação, constituindo 30 a 40% do valor total de azoto disponível no mosto (Silva et al. 
2007). Os aminoácidos no vinho provêm de várias fontes, para além das uvas. Alguns são 
produzidos por degradação enzimática de proteínas da uva, outros excretados pelas 
leveduras no fim da fermentação ou libertadas por proteólise durante a autólise de células 
mortas. Silva et al. (2007) afirmam que em geral D. bruxellensis liberta os ácidos aspártico e 
glutâmico, asparagina, glutamina e isoleucina devido às suas necessidades metabólicas ou 
por autólise celular. Os aminoácidos mais assimilados por esta levedura são o ácido 
aspártico e a asparagina. D. bruxellensis é uma das poucas leveduras que é capaz de 
assimilar nitrato como fonte de energia (Kurtzman, 2011). No entanto, nem todas as estirpes 
de D. bruxellensis assimilam nitrato, o que prova que a levedura consegue se desenvolver 
sem ele (Blomqvist, 2011).
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4. Objetivo desta tese
O objetivo desta tese foi determinar a quantidade de precursor (ácido p-cumárico) mínima 
necessária para a produção de fenóis voláteis em níveis com impacto sensorial (limites de 
perceção referenciados na literatura). Foi também avaliada a influência de fatores como o 
pH, a presença de etanol, a presença de SO2, diferentes fontes de carbono e azoto, neste 
metabolismo, em vinho sintético.
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Material e Métodos
1. Levedura usada e condições de crescimento
A levedura usada neste estudo foi a Dekkera bruxellensis PYCC 4801, obtida do Instituto 
Gulbenkian de Ciência, Oeiras, Portugal. 
A levedura foi inoculada em aproximadamente 15 ml de meio YM (DifcoTM, Detroit, USA), e 
incubada a 30ºC durante 2-3 dias. Estas culturas foram usadas para a realização das 
experiências e foram regularmente recultivadas em meio fresco. A esterilização do meio foi 
efetuada em frascos Schott (Mainz, Alemanha) numa autoclave à temperatura de 121ºC,
durante 15 minutos. Foram, também, preparadas culturas-stock, em rampas, em meio YM
suplementado com agar a 1,8%, incubadas a 30ºC durante dois dias e posteriormente 
guardadas a 4ºC.
1.1 Efeito da concentração do precursor na produção de fenóis 
voláteis
O meio de cultura usado para esta experiência foi o YM, contendo 3,0 g/L de extrato de 
levedura, 3,0 g/L de extrato de malte, 5,0 g/L de peptona e 10,0 g/L de dextrose, com pH 
final de 3,6 ±0,2. A solução-stock do ácido p-cumárico (Sigma, Steinheim, Alemanha), com 
concentração final de 10 g/L em 50% (v/v) de etanol foi preparada através da dissolução de 
100 mg numa solução de 10 ml (50:50 água desionizada:etanol) (99,5% de pureza, AGA, 
Lisboa, Portugal) e armazenada a -20 ºC. Preparam-se meios com as concentrações 
apresentadas na Tabela 1, adicionando-se ácido p-cumárico dessa solução concentrada a 
60 mL de YM inoculado com D. bruxellensis.
1.2 Efeito do pH, SO2 e etanol na produção de fenóis voláteis
Depois de encontrado o valor mínimo de ácido p-cumárico, necessário para a produção de ≅
0,4 mg/L de 4-etilfenol, testou-se o efeito de diferentes valores de pH, etanol e SO2 na 
degradação da quantidade de precursor previamente determinada. O pH do meio YM foi 
ajustado usando HCL 1M até se obterem os valores apresentados na Tabela 1. 
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Adicionou-se 120 µL da solução concentrada de ácido p-cumárico a 60 mL de YM inoculado 
com D. bruxellensis.
Para o ensaio com o SO2 preparou-se uma solução de bissulfito de sódio (20 g/L) a partir da 
qual se prepararam as concentrações indicadas na Tabela 1. O volume final de meio de 
cultura foi 60 mL em todos os ensaios. Adicionou-se 120 µL da solução concentrada de 
ácido p-cumárico a 60 mL de YM inoculado com D. bruxellensis. 
As diferentes concentrações de etanol foram obtidas adicionando ao meio diferentes 
volumes de etanol a 99,5% (v/v). O volume final de meio de cultura foi 60 mL em todos os 
ensaios. Da mesma forma, adicionou-se 120 µL da solução concentrada de ácido p-
cumárico a 60 mL de YM inoculado com D. bruxellensis.
Estes ensaios foram efetuados duplicado.
Tabela 1 – Experiências efetuadas em YM inoculado com Dekkera bruxellensis 1% (v/v)
Ensaios iniciais efetuados
Composto Concentração
Ácido p-
cumárico
0,6 mg/L 1 mg/L 2 mg/L -
pH 3,2 3,4 3,6 3,8
SO2 Total 20 mg/L 40 mg/L 80 mg/L -
Etanol 0% 4% 8% 10%
1.3 Efeito da fonte de carbono na produção de fenóis voláteis
Foi preparado um vinho sintético tendo por base o vinho modelo descrito por Liu et al. 
(1994), composto por YNB sem aminoácidos e sem sulfato de amónio (DifcoTM), ao qual se 
adicionou sulfato de diamónio (2 g/L) e se variou a fonte de carbono (2 g/L). A esterilização 
do vinho sintético foi efetuada por filtração, usando filtros de acetato de celulose de 0.22 µm 
de porosidade (FrilaboTM, Maia, Portugal).
Testou-se o crescimento com glucose, frutose, arabinose e xilose, a 2 g/L cada (Tabela 2). 
Foram preparadas soluções concentradas destes açúcares a 20 g/L. Adicionou-se em cada 
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amostra 6 mL de cada solução de açúcar correspondente, 6mL de YNB, ajustou-se o pH, 
adicionou-se 2,4 mL de etanol 99,5% e 120 µL da solução concentrada de ácido p-cumárico
perfazendo cada amostra com água desionizada.
Depois testou-se uma combinação de glucose e frutose, arabinose e xilose e uma 
combinação de todas as fontes de carbono. Adicionou-se 3 mL da solução de 20 g/L de 
cada açúcar, 6 mL de YNB e 6 mL de sulfato de diamónio, ajustou-se o pH, adicionou-se 2,4 
mL de etanol 99,5% e 120 µL da solução concentrada de ácido p-cumárico para criar as 
amostras, perfazendo-as com água desionizada. Foi adicionada 1,5 mL da solução de 20 
g/L de cada açúcar, no caso da amostra com a combinação de todas as fontes de carbono. 
Estes dois ensaios foram realizados em duplicado. 
1.4 Efeito da fonte de azoto na produção de fenóis voláteis
Foram testadas diferentes fontes de azoto: aminoácidos (alfa-alanina, lisina, asparagina, 
ácido aspártico, ácido glutâmico), fosfato de diamónio, aminoácidos em conjunto com fosfato 
de diamónio e sulfato de diamónio apenas (1 g/L de concentração total) (Tabela 2). Foi 
criada uma solução de 10 g/L dos aminoácidos e de 20 g/L do fostato de diamónio e de 
sulfato de diamónio. 
Para o meio com aminoácidos foi adicionado 6 mL da solução concentrada dos 
aminoácidos, 6 mL de solução concentrada de glucose, 6mL de YNB, ajustou-se o pH, 
adicionou-se 2,4 mL de etanol 99,5% e 120 µL da solução concentrada de ácido p-cumárico
perfazendo cada amostra com água desionizada.
Para as amostras do fostato de diamónio e sulfato de diamónio foi adicionado 3 mL da 
solução concentrada correspondente a cada amostra, 6 mL de solução concentrada de 
glucose, 6 mL de YNB, ajustou-se o pH, adicionou-se 2,4 mL de etanol 99,5% e 120 µL da 
solução concentrada de ácido p-cumárico perfazendo cada amostra com água desionizada. 
No caso da amostra com aminoácidos em conjunto com fostato de diamónio, foi adicionado 
3 mL da solução concentrada de aminoácidos e 1,5 da solução concentrada de fostado de 
diamónio, 6 mL de solução concentrada de glucose, 6mL de YNB, ajustou-se o pH, 
adicionou-se 2,4 mL de etanol 99,5% e 120 µL da solução concentrada de ácido p-cumárico
perfazendo cada amostra com água desionizada. 
Esta experiência foi realizada em triplicado. 
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Tabela 2 – Experiências efetuadas em vinho sintético inoculado com Dekkera bruxellensis 1% (v/v)
Ensaio Conjunto de compostos testados
Açúcares 
(2g/L total)
Glucose Frutose Arabinose Xilose
Combinação 
de açúcares 
(2 g/L total)
Glucose/Frutose Xilose/Arabinose
Glucose/Frutose/
Xilose/Arabinose
-
Combinação 
de Fontes 
de azoto 
(1g/L total)
Aminoácidos
Fosfato de 
Diamónio
Aminoácidos/Fosfato 
de Diamónio
Sulfato de 
Diamónio
*Aminoácidos: alfa-alanina, lisina, asparagina, ácido aspártico, ácido glutâmico 
2. Análise de Fenóis Voláteis (Extração e método de análise)
2.1 Protocolo de extração
A análise dos etilfenóis foi realizada segundo o protocolo descrito por Bertrand (1981).
Preparou-se uma solução de 50:50 (v/v) de éter dietílico:n-hexano (ambos da Merck, 
Darmstadt, Alemanha).
Uma solução de 3-octanol, com a concentração de 8 mg/L em metanol, foi usada como 
padrão interno. As amostras foram centrifugadas à rotação de 4000 rpm durante 10 minutos
(Centromix, Selecta, Barcelona, Espanha). 50 mL do sobrenadante foram transferidos para 
um balão volumétrico de 100 mL. Foram acrescentados 50 µL da solução de padrão interno, 
3-octanol. As amostras foram sucessivamente extraídas usando a mistura de éter dietílico e 
n-hexano acima descrita. Foram realizadas três extrações com adição de 4 mL, 2 mL e 2 mL
da mistura dos solventes de extração. A amostra é, então, colocada em agitação durante 5 
minutos após adição dos solventes.
A fase orgânica, que permanecia no topo da ampola de decantação, foi recolhida ao longo 
das três extrações para frascos de “headspace” e a fase inorgânica foi deixada no balão 
volumétrico. A fase orgânica de cada extração foi recolhida com o uso de pipetas de Pasteur 
e transferida para um vial de 1,50 ml, onde foram concentradas a aproximadamente metade 
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do volume original, sob uma corrente de azoto, pronto para a análise instrumental no 
cromatógrafo de gás CG-FID.
2.2 Método de análise
2.2.1 CG-FID
Depois de realizada a extração, as amostras foram analisadas por Cromatografia Gasosa 
com um detetor de Ionização por Chama (CG-FID 5890A da Hewlett Packard). A coluna 
usada foi do tipo FFAP (BP1), com dimensões 50 m por 0,22 mm por 0,25 µm (SGE, Austin, 
EUA). Injetou-se 2 µl de amostra num injetor aquecido a 250 ºC, com tempo de splitless de 
0,3 min e fluxo de splitless de 30 ml/min. O gás transportador foi o hidrogénio, a um fluxo de 
1 mL/min. O forno começou com uma temperatura de 40 ºC no minuto inicial, seguida de um 
aumento de 2 ºC por minuto até aos 220 ºC durante 20 minutos.
2.2.2 Curvas de calibração
As curvas de calibração foram obtidas usando soluções padrão contendo 4-etilfenol (99%, 
Sigma-Aldrich, Alemanha), e 4-vinilfenol (10% solução em propilenoglicol, SAFC, Inglaterra).
Na Tabela 3 podemos verificar os tempos de retenção médios de cada composto 
processado pelo CG-FID.
Tabela 3 – Tempos de retenção médios para os compostos calibrados
Compostos Tempo de retenção médio (min.)
3-Octanol 54,96
4-etilfenol 56,84
4-vinilfenol 63,98
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Na Figura 2 podemos observar a boa correlação entre as áreas dos picos cromatográficos e 
as concentrações dos compostos.
Figura  2 - Curva de calibração para 4-etilfenol e 4-vinilfenol incluindo a equação de cada reta.
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Resultados e Discussão
1. Efeito da concentração do precursor na produção de fenóis 
voláteis
Começou-se por testar o efeito da presença do ácido p-cumárico no crescimento da 
levedura e a concentração inicial mínima necessária para se produzir uma quantidade de 4-
etilfenol percétivel sensorialmente (~0,4 mg/L).  
A concentração de ácido p-cumárico não teve influência no crescimento da levedura como 
podemos verificar na Figura 3. 
A Figura 4 mostra que quanto maior é a quantidade de precursor maior é produção de 4-
etilfenol e que, nestas condições experimentais, é necessário ter 2 mg/L de ácido p-
cumárico para se obter cerca de 0,4 mg/L de 4-etilfenol. É importante referir que não foi 
detetada a presença de 4-vinilfenol o que significa que todo o ácido p-cumárico  utilizado 
pela levedura foi convertido no produto final da via metabólica. A percentagem de conversão 
molar de 0,6, 1 e 2 mg/L de ácido p-cumárico em 4-etilfenol é 30, 38 e 28% 
respectivamente.  As experiências seguintes foram realizadas com essa concentração de 
ácido p-cumárico. 
Produção de fenóis voláteis por 
Figura  3 - Absorvância a várias concentrações de ácido p
Figura  4 - 4-etilfenol produzido a partir de diferentes concentrações de ácido p
2. Efeito do pH, SO2 e etanol na produção de fenóis voláteis
De seguida, testou-se valores de pH (
seu efeito na produção de 4-etilfenol.
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De acordo com a Figura 5, esta gama de valores de pH não afeta o crescimento de 
bruxellensis PYCC 4801. Também
etilfenol, tendo em conta os valores de pH testados 
trabalhos anteriores (Suárez, 2007).
sendo este um valor comum em vinhos tintos
Figura  5 - Absorvância a diferentes valores de pH ao longo do tempo.
Figura  6 - Concentração de 4-etilfenol produzido a diferentes valores de pH.
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A Figura 7 mostra que o SO2 afeta o crescimento de 
completamente na presença de 80 m
4-etilfenol nas amostras em que ocorre crescimento. 
mg/L de SO2 afetar o crescimento, principalmente a fase lag, não afeta a produção de fenóis 
voláteis obtida na fase estacionária. 
SO2 livre para eliminar células viáveis deste microrganismo. Barata 
que a levedura consegue crescer e produzir fenóis voláteis a valores super
Figura  7 - Absorvância a diferentes concentrações de SO
Figura  8 - Produção de 4-etilfenol a diferentes concentrações de SO
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O efeito da percentagem do etanol, em condições laboratoriais, difere bastante em relação 
às condições naturais. As experiências de 
consegue desenvolver-se a 10% de etanol em vinho sintético, e Barata 
que se desenvolve a 13,8% em vinho tinto
levedura a 10% de etanol (Figura 9
selvagens estão mais adaptadas ao álcool do que as estirpes laboratoriais. Não há 
diferenças significativas na produção de 4
(Figura 10). 
Figura  9 - Absorvância a diferentes percentagens de etanol ao longo do tempo.
Figura  10 - 4-etilfenol produzido em diferentes concentrações de álcool
0
1
2
3
4
0 25 42
Ab
s 
66
0n
m
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0
4-
et
il-
fe
no
l (
m
g/
L)
Brettanomyces/Dekkera bruxellensis
A influência da concentração dos precursores e de outros fatores
Conterno et al., (2006) revelam que a levedura 
et al., (2007) mostra 
. Nesta experiência não houve crescimento da 
), no entanto, temos de ter em conta que as estirpes 
-etilfenol nas amostras em que houve crescimento 
(nulo a 10%)
0%
8%
68 135 151 179
Horas
4 8
Percentagem de álcool
F C U P | 21
0%
4%
8%
10%
Produção de fenóis voláteis por 
Estas experiências iniciais foram realizadas em 
duplicado. 
3. Crescimento e produção de fenóis voláteis 
fontes de carbono.
Estes ensaios foram realizados em vinho sintético a pH 3,6 e 4% de etanol. Como não 
houve diferenças na produção de 4
valor inferior para o crescimento da levedura não ser tão demorado
Podemos verificar na Figura 11
excetuando o caso da arabinose, a levedura acaba por crescer para valores semelhantes 
aos das hexoses. Apesar do efeito no crescimento, a 
produz níveis semelhantes, e até um pouc
pentoses, o que está de acordo com os resultados obtidos por 
Figura  11 - Crescimento de D. bruxellensis ao longo do tempo em diferentes fontes de carbono (2g/L)
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Figura  12 - Produção de 4-etilfenol por D. bruxellensis em diferentes fontes de carbono.
Combinando os diferentes açúcares, à semelhança do ensaio anterior, verificou-se que a 
levedura arranca mais cedo o seu crescimento usando hexoses (Figura 13). A produção de 
4-etilfenol ocorre independentemente da combinação das fontes de carbono, não havendo 
diferenças significativas entre amostras (Figura 14). Ao contrário do ensaio anterior em que 
houve maior produção de 4-etilfenol em pentoses. É possível que o maior tempo de 
crescimento que este ensaio teve em comparação com o discutido anteriormente, tenha 
influência na quantidade dos fenóis voláteis produzidos. Será preciso confirmar se a 
levedura acelera o metabolismo do ácido p-cumárico quando apenas pentoses estão 
presentes. Podemos, por isso, concordar com Gerbeaux et al., (2000) quanto à pouca 
influência do tipo de açúcares residuais presentes no vinho, na produção de fenóis voláteis.
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Figura  13 - Crescimento de Dekkera b. em diferentes combinações de fontes de carbono. (GF 
Xilose/Arabinose; GFXA – Glucose/Frutose/Xilose/Arabinose) (2g/L total por cada amostra)
Figura  14 - 4-etilfenol produzido por D. bruxellensis
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4. Crescimento e produção de fenóis voláteis 
fontes de azoto
Neste ensaio, testaram-se diferentes fontes de azoto com concentração total de 1 g/L. Não 
existem diferenças significativas no crescimento da levedura (
parece não haver diferenças na produção de 4
são os que a levedura mais assimila 
área são efetuados em meio anaeróbio pelo que
para avaliar a sua relação com a levedura
informação em relação a este assunto em particular; no entanto, também será
avaliar se a estirpe PYCC 4801 é uma das que assimila nitrato ou não.
Figura  15 - Crescimento de D. bruxellensis
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Figura  16 - Produção de 4-etilfenol por D. bruxellensis em diferentes fontes de azoto.
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Conclusão
Este trabalho mostrou que a quantidade de ácido p-cumárico necessária para a produção de 
cerca de 0,4 mg/L de fenóis voláteis (limite de perceção olfactiva referenciado na literatura) 
por D. bruxellensis PYCC 4801 é 2 mg/L. Este valor corresponde a uma taxa de conversão 
molar de 28% em meio de cultura e é referente à formação de 4-etilfenol como único produto 
desta actividade (o 4-vinilfenol não foi detectado em nenhum ensaio). Em condições mais 
próximas do vinho (em vinho sintético modelo) os valores de conversão foram semelhantes. 
Fatores como o pH, SO2 e etanol não tiveram influência significativa na produção de fenóis 
voláteis. Estudou-se o efeito da composição de açúcares do meio procurando refletir a
composição de açúcares residuais em vinhos. Verificou-se que o crescimento de D.
bruxellensis PYCC 4801 é mais lento quando foram usadas pentoses como fonte de energia 
e carbono em comparação com hexoses. No entanto, apesar deste efeito no crescimento, 
não se observou diferença na capacidade da levedura metabolizar o ácido p-cumárico. 
Também se verificou que este metabolismo não foi afetado pela composição azotada do 
meio, uma vez que diferentes fontes de azoto (aminoácidos e sais de amónia) levaram à 
produção de níveis semelhantes de 4-etilfenol. Assim, a taxa de conversão molar de 2 mg/L 
de ácido p-cumárico não foi afectada pelos fatores acima mencionados nas condições 
estudadas. A maior parte dos trabalhos sobre produção de fenóis voláteis disponíveis na
literatura científica empregam concentrações elevadas de ácido p-cumárico (20-500 mg/L). 
Os níveis relativamente baixos usados neste trabalho são mais próximos dos encontrados 
em vinhos. Serão necessários mais estudos, nesta área, para obter resultados mais 
representativos da realidade; seria interessante averiguar a capacidade metabólica de 
outras estirpes de Dekkera/Brettanomyces e, se possível, em vinho.
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